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論文内容の要旨
冠動脈形成術 (PTCA)後の再狭窄あるいは動脈硬化病変における血管平滑筋細胞の異常増殖は循環器領域における
大きな課題である。血管平滑筋細胞の増殖には種々の増殖因子が関与しているが、最終的に細胞周期の進展、すなわ
ち細胞周期調節遺伝子群の発現抑制が重要な役割を果たしている。実際、細胞周期調節遺伝子 (cdk2 kinase、 PCNA、
E2F、 cyclinA など)の制御による治療が遺伝子治療として実現しつつある。この観点から、細胞周期を負に調節する
癌抑制遺伝子 Rb、 p53 もまた、血管平滑筋細胞の増殖機構に深くかかわっていると考えられる。
一方、 PTCA 後の再狭窄病変においてサイトメガロウイルス感染とそれに伴う p53の活性喪失が約 3 割の症例で見
られたとの報告があり、また、サイトメガロウイルス感染が再狭窄の危険因子で、あるとの報告も続いた。これらの報
告は病変部の血管平滑筋細胞の増殖機構への p53の関与を強く示唆するものである。また、 p53はアポトーシス誘導遺
伝子としても知られており、平滑筋細胞の生(増殖)と死(アポトーシス)のバランスの上でも、その機構解明は重
要である。
そこで本研究では、再狭窄病変、動脈硬化病変における平滑筋細胞の増殖制御機構を解明するため、癌抑制遺伝子
p53、 Rb に注目し、アンチセンスを用いてその増殖への関与、アポトーシス誘導への関与について検討した。
(方法)
実験にはヒト血管平滑筋細胞を用いた。 5%血清培地にてコンブルエントにした後、血清飢餓状態にて静止期に同
調させた。その後、 HV]-liposome 法を用いて Rb、 p53のアンチセンスオリゴ (RbAS 導入群、 p53AS 導入群、 Rb&
p53AS 導入群) (各15 uM) あるいはセンスオリゴ(各15 uM) を導入、そのまま血清飢餓状態にて培養した。導入 3
日後、ウエスタンプロットにてアンチセンスによる各遺伝子発現の抑制を確認し、 3H-thymidine の取り込みにて
DNA 合成を、 WST assay にて細胞数を、 FACS にて細胞周期進展を各群で検討した。
また核染色、 DNA fragmentation ELISA にてアポトーシス細胞の検出を行い、そのメカニズムとして p53、 bax、
bcl-2 の発現レベルをウエスタンプロットにて検討した。
(成績)
各アンチセンス導入にてそれぞれの蛋白の発現は有意に抑制された。さらに各アンチセンス導入群はコントロール
群に比し有意な DNA 合成の増加を認めた。p53AS あるいは Rb& p53AS 導入群にて細胞数の増加を認めたが、RbAS
導入群では細胞数に有意な変化はなかった。
RbAS 導入群における細胞数増加を伴わない DNA 合成の増加について Gl/S 期以降のアポトーシスの関与を考
え、アポトーシス細胞の検出を行ったところ、核染色、 DNA fragmentation ELISA にてこの群における有意なアポ
トーシス細胞の増加を認めた。同時に RbAS 導入群において p53の過剰発現を認めたが、 p53AS を同時に導入 (Rb&
p53AS) することにより、アポトーシス細胞の増加は抑制され、 p53を介したアポトーシスの誘導が示唆された。
さらに RbAS 導入群でアポトーシス促進遺伝子である bax の発現増強と抑制遺伝子である bcl-2 の発現増強も認
めた。 bax/bcl-2 の ratio は増加しており、 p53の過剰発現による ratio の増加がアポトーシス誘導の機序であると考え
られた。
(総括)
p53AS 導入群において細胞増殖を伴う細胞周期進展が見られたが、 RbAS 導入群では p53の過剰発現に伴うアポト
ーシス細胞の増加が認められた。この効果は p53のアンチセンスを共導入することにより抑制され、 p53を介したアポ
トーシスであることが考えられた。また、同時に bax/bcl-2 の ratio は増加し、 p53-bax の経路がアポトーシスの機序
として示唆された。
このように、 p53の活性喪失は、過度の細胞周期進展とアポトーシス抑制作用により、血管平滑筋の異常増殖に深く
関与していると考えられる。癌抑制遺伝子の発現調節は再狭窄あるいは動脈硬化病変で重要な役割を果たしていると
考えられた。
論文審査の結果の要旨
癌抑制遺伝子 Rb、 p53は細胞周期を負に制御する因子として重要である。実際いくつかの癌において、これらの遺
伝子の変異とともに、過度の細胞周期進展による細胞増殖が観察されている。冠動脈形成術 (PTCA) 後の再狭窄にお
いて、血管平滑筋細胞の異常増殖による新生内膜肥厚が問題となるが、近年このような血管病変における p53の機能喪
失が注目されている。すなわち、再狭窄病変の約 3 割にサイトメガロウイルス感染とそれに伴う p53の機能喪失が見ら
れるとの報告であり、それに次いでサイトメガロ感染自体が再狭窄の臨床的な危険因子であるとの報告もなされた。
このことは、 p53の細胞周期調節遺伝子としての機能喪失が血管平滑筋細胞の過度の細胞周期進展と細胞増殖を引き
起こし、同時にアポトーシス誘導因子としての機能喪失が細胞死を抑制し増殖を加速させるという病態を示唆する。
本研究では培養ヒト血管平滑筋細胞を用いてこのメカニズムを解明している。癌抑制遺伝子 Rb、 p53のアンチセンス
を作成し、その導入が血清飢餓状態においてなお細胞周期進展を引き起こすことを示した。興味深いことに Rb のアン
チセンス導入群では DNA 合成 (S 期)の増加は確認されたものの細胞数増加は見られず、アポトーシス細胞の有為な
増加が検出された。同時にこの群では p53の過剰発現が認められ、 p53を介したアポトーシスと考えられた。事実、 p53
のアンチセンスを共導入することによりこのアポトーシスは有意に抑制されている。
本研究では p53の発現をアンチセンスにより抑制することで、血管平滑筋細胞の過度の細胞周期進展と細胞死(アポ
トーシス)の抑制による細胞増殖を認めた。さらに他の癌抑制遺伝子 Rb の発現を同時に抑えることでその作用は増強
され、癌抑制遺伝子の細胞周期制御が血管平滑筋細胞においても重要であることを示している。本研究は p53の機能喪
失が再狭窄の重要な危険因子であるとの報告を培養系において証明したものであり、さらに血管病変への遺伝子治療
の可能性をも示唆しており、学位に値すると考えられる。
